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(57) L'invention se rapporta a I'utilisation d'au moins 
un hydroxystilbene dans ou pour ia preparation d'une 
composition, I'hydroxystilbene ou la composition etant 



destines a diminuer voire inhiber la glycation des pro- 
teinas, particulierement des protaines de la peau et/ou 
de ses annexes. 
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Description 

[0001) I'invenlion se rapports a I'ulilisation cTau moins un hydroxystilbene dans on pour la preparation d'une corn- 
position. Itiydroxystilbene ou la composition etant destines a diminuer voire inhibor la glycation des proteines, parti- 
culierement des prolines de la peau et/ou de ses annexes. 

[0002] La glycation esl un processus non enzymatique laisant intervenir un ose (glucose ou ribose) qui r6agit selon 
la reaction de Maillard avec un groupemenl amine d'un r6sidu d'acide amine (comme par exemple la lysine), particu- 
lierement un residu d'acide amin6 d'une proline, pour lormer une base de Schiff Celle-ci. apres un rearrangement 
moleculaire dit d'Amadori. peut conduire, par une succession de reactions, a un pontage, particulierement intramole- 
culaire comme par exemple de type penlosidine. 

Ce phenomena augmente de lacon reguliere avec lage. II se caracterise par I'apparition de produits de glycation donl 
la leneur augmente de lacon reguli6re en fonction da l'age. Les produits de glycation sont par exemple la pyrraline, la 
carboxymethyl-lysine, ta pentosidine, la crossline. la N'^-carboxyethylHysine (CEL), la glyoxal-lysine dimer (GOLD), 
la methylglyoxal-lysine dimer (MOLD), la 3DG-ARG tmidazolone, les vorsperlysines A, B, C, la lhr6osidine ou encore 
les produits (inaux de gtycosylation avancee (advanced glycosylation ends products ou AGEs). 
La glycation des proteines est done un phenomena universal, bien connu au niveau de la peau. particulierement au 
niveau de sa composante dermique, mais qui survient 6 ga lament dans les annexes de celle-ci comme les ongles ou 
les cheveux, particulierement sur les keratines et plus generalement dans tout systems proteique pour peu que les 
conditions requises pour la glycation soient reunies. 

[0003] La peau humaine est constitute de deux compartiments a savoir un compartiment superficiel, I'epiderme, et 
un compartiment prolond. le derme. 

[0004] L'epiderme humain naturel est compost principalement de trois types de cellules qui sont les kdratinocytes, 
tres majoritaires, les melanocytes et les cellules de Langerhans. Chacun de ces types cellulaires contribue par ses 
fonctions propres au r6le essential joue dans I'organisme par la peau. 

[0005] Le derme (ournit a I'epiderme un support solide. C'est egalement son element nourricier. II est principalement 
constitue de fibroblastes et d'une matrice extracellulaire composes elle-meme de differentes proteines extracellulaires 
parmi lesquelles figure notamment les fibres de collagene, I'Slastine et differentes glycoproteines. L'ensemble de ces 
composants exlraceilulaires est synthetise par le fibroblaste. On trouve egalement dans le derme des leucocytes, des 
mastocytes ou encore des macrophages tissulaires. Enfin le derme contient des vaisseaux sanguins et des fibres 
nerveuses. 

[0006] Le fibroblaste. de par son activity dans la synthase des proteines extracellulaires matricielles (proteoglycan- 
nes, fibres de collagene et autres glycoproteines de structure) e3t facteur principal de I'elaboration structurelle du 
derme. 

[0007] Les fibres de collagene assurent la solidite du derme. Elles sont tres resistantes mais sensibles a certaines 
enzymes appelees generalement collagenases. Dans le derme, les fibres de collagene sont constitutes de fibrilles 
scellees les unes aux autres, lormant ainsi plus de dix types de structures differentes. La structure du derme est en 
grande partie due a. renchevetrement des fibres de collagfene tassees. Le3 fibres de collagene participent a la tonicity 
de la peau. Les fibres de collagenes sont regulierement renouvelees mais ce renouvellement diminue avec l'age ce 
qui entratne notamment un amincissement du derme. II est egalement admis que des facteurs exlrinseques comme 
les rayons ultraviolets, le tabac ou certains traitements (Acide retinoTque et derives, glucocorticoides, vitamine D et 
derives par exemple) ont Egalement un effet sur la peau et sur son taux de collagene. 

[0008] Au niveau de la composante dermique do la peau, la glycation intervient principalement dans le derme, sur 
les fibres de collagene., selon le processus decrit plus haul. La glycation du collagene augmente de faeon reguliere 
avec rage entrainant une augmentation reguliere de la teneur de la peau en produits de glycation. 
[0009] Sans vouloir introduire une quelconque theorie du vieillissement de la peau, il faul noter que d'autres modi- 
fications du collagene qui pourraient egalement etre une consequence de la glycation, comme une diminution de la 
denaturation par la chaleur, une augmentation de la resistance a la digestion enzymatique et une augmentation des 
pontages intermoleculaires, ont pu etre mises en evidence au cours du vieillissement de la peau ( Tanaka S. et col., 
1988, J. McJ. Biol., 203, 495-505 ; Takahashi M. et col., 1995, Analytical Biochemistry, 232, 158-162 ). De plus, des 
modifications dues a. la glycation de certains constituants de la membrane basale comme le collagene IV la lamtnine 
et la fibronecline ont pu etre mises en evidence (Tarsio JF. et col. . 1985, Diabetes, 34, 477-484 ; Tarsio JF. et col. 
1988, Diabetes, 37, 532-539 ; Sternberg M. et col., 1995, C. R. Soc. Biol., 189, 967-985). 

Ainsi on comprend qu'au cours du vieillissement de la peau les proprietes physico-chirniques du collagene se modifient 
et ce dernier devient plus difficilement soluble et plus difiicilement degradable. 
Ainsi une des composantes de la peau agee apparaTt bien etre le collagene glyqud. 

[0010] On sail tres bien que la peau resulte cfune etroite association entre au moins deux compartiments qui la 
constituent a savoir I'epiderme et le derme. Les interactions entre le derme et f epiderme sont telles qu'il est raisonnable 
de penser qu'une modification de t'un peut avoir des consequences sur I'autre. On peut suspecter que le vieillissement 
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du derme en particuliar avec ses phenomenes de glycation ne peul qu'avoir des consequences sur I'epiderrne qui lui 
est associe. Ainst au cours du vieillissemenl cutane, la glycalion du collagene doil entrainer des modifications de 
I'epiderrne qui participenl necessairemenl au vieillissemenl de I'epiderrne. 

[0011] Ainsi, si la glycation des proleines du derme, particulierement du collagene enlraine autant de consequences 
dommageables au niveau de la peau, des consequences similaires soni atiendre de la glycalion des proleines au 
niveau des annexes de la peau comme par exemple les ongles et/ou les cheveux el en lail au niveau de tout systeme 
proleique. 

[001 2] On comprend done I'importance qui exists a disposer de produits qui diminuent voire inhibent le phenomena 
de glycation des proleines. 

[0013] A eel egard la demanderesse a de maniere surprenanle et inallendue decouvert que les hydroxyslilbenes 
presenlenl la propriele de diminuer voire inhiber le phenomena de glycalion des proleines. 

[0014] L'invention a done pour objet I'ulilisation dans une composition ou pour la preparation d'une composition, 
d'une quantile efficace d'au moins un hydroxystilbene, eel hydroxys! ilbeneou la composition slant destines a diminuer 
voire inhiber la glycation des proleines. particulierement la glycation des proleines de la peau et/ou de ses annexes. 
[0015] Tr6s particulierement, l'invention a pour objsi I'ulilisation dans une composition ou pour la preparation d'une 
composition, d'une quantrte elficace d'au moins un hydroxystilbene, cet hydroxystilbene ou la composition etanl des- 
tines a diminuer voire inhiber la glycation des proleines du derme, comme par exemple le collagene, et/ou des ongtes 
et/ou des cheveux, comme par exemple les keratines. 

[0016] Ainsi l'invention a pour objet 1'utilisalion dans une composition ou pour la preparation d'une composition, d'une 
quantile efficace d'au moins un hydroxystilbene, cet hydroxystilbene ou la composition etant destines a tralter. de 
maniere preventive et/ou curative, les signes du vieillissement de la peau ou de ses annexes lies a la glycation. 
[0017] Lea hydroxystilbenes sont des composes repondant a la (ormule generate I : 



dans laquelle n est un nombre entier compris entre 0 el 4 inclusivement et m est un nombre entier compris entre 0 et 
35 5 inclusivement, Ces composes peuvent Stre sous une forme Cis ou Trans. 

Selon l'invention. le terme hydroxystilbene recouvre aussi bien les composes de lormule I que leurs derives hydroxyalk- 
yles. 

[001 8] Les hydroxystilbenes soni des composes que I'on retrouve a I'etat nature! dans les vegetaux de la classe des 
spermatophytes et particulierement dans la vigne. On trouve de tels composes comme par exemple le resveratrol dans 
*o le raisin et dans le vin. 

[0019] Dans I'art anterieur les hydroxystilbenes sont utilises entre aulres comme agents depigmentants 
(JP87-1 92040), comme agents vasodilatators (EP 96-83051 7), comme agents antithrombiques (JP 0501641 3), dans 
le traitement de diverses affections cardio-vasculaires (CA 2187990), comme agents inhibiteurs de mutagenese et de 
carcinogenese (JP 06024967), ou encore decrits comme antioxydanls. 
*s [0020] Parmi ces composes le resveratrol (ou 3, 5, 4'-trihydroxystilbene) est particulierement etudie pour les activites 
ci-dessus decrites principalement parce qu'il s'agit d'un compose natural qui se retrouve dans la peau des grains de 
raisin et dans le vin. A cet egard on pout consutter la revue de Soleas et collaboraleurs (Clinical Biochemistry, vol. 30, 
N'2, pp. 91-113, 1997) qui resume partaitement I'etat des connaissances concernant ce compose et les hydroxystil- 
benes. 

50 Mais, la capacity des hydroxystilbenes a diminuer voire inhiber le phenomene de glycation n"a jamais ete decrite a ce 
jour. 

[0021] Parmi les hydroxystilb6nos, on pcut citor les mono, di, Iri, t6tra. penta, hoxa, hepta, octo, nonahydroxyslilbd- 
nes. ou encore leurs derives hydroxyalkyles. 

[0022] Selon l'invention les hydroxystilbenes peuvent etre utilises seuls ou en melanges de toute nature et peuvent 
55 stre d'origine naturelle ou synth^tique. 

[0023] Les hydroxyslilbenes utilisables selon l'invention sont choisis parmi : 




(OH)n 



(OH)m 



30 



le 4" -hydroxystilbene, 



3 
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le 2\4'-dihydroxystilbene. 

le 3\4'-dihydroxystilbene. 

le 4.4'-dihydroxyslilbene. 

le 2',4',4-trihydroxystilbene, 
* le 3\4'.4-trihydroxyslilbene. 

le 2.4.4'-trihydroxystilbene. 

le 3.4.4'-trihydroxyslilbene, 

le 3.4'.5-lrihydroxystilbene. 

le Z.S^-trihydroxyslilbene, 
'» le 2.3 , .4-lrihydroxystilbene. 

le 2'.2.4'-trihydroxyslilbene. 

le 2.4.4',5-tetrahydroxystitbene, 

le 2\3,4'.5-tatrahydroxystilbene, 

le 2.2',4,4'-tatrahydroxystilbene, 
'5 le 3,3 , ,4 , .5-tStrahydroxystilbene. 

le 2. 3'.4. 4Matrahydroxystitbene. 

le 3, 3' ,4, 4'-tetrahydroxystitbene, 

le 3.3', 4', 5, 5'-pentahydroxystilbene, 

le 2,2',4,4',6-pentahydroxystilbene, 
& Ie2, 3',4,4',6-pentahydroxystilbene. 

le 2.2',4,4'.6.6'-riexahydioxystilbene. 



[0024] Prelerentiellement, on utilise selon rinvention du 3,4',5-trihydroxystilbena ou resveratrol, 

[0025] Particulierement I'hydroxystilbene ou la composition le contenant sonfutilises selon I'invention en application 

topique sur la peau et/ou les ongles etfou les cheveux. 

[0026] La quantite d'hydroxystilbene utilisable selon I'invention depend bien evidemment de reflet recherche et doit 
etre en une quantite efficace pour diminuer voire inhiber la glycation. 

[0027] A titre d'exemple, la quantite d'hydroxystilbene utilisable selon I'invention peut aller par exemple de 0,001 % 
a 10% et da preference de 0,005% a 5% du poids total de la composition. 

[0028] En outre, la composition de I'invention est utilisee pendant un temps sufflsant pourobtenir les effets attendus 
selon I'invention. Pourdonner un ordre de grandeur, cette durfie peut etre au minimum de 3 semaines, mats peut aire 
aussi de plus de 4 semaines, voire de plus de 8 semaines. 

[0029] La composition est de preference destines a un usage cosmetique ou dermatobgique, avantageusement 
cosmetique. 

[0030] La composition de I'invention destinee a une application topique contient un milieu physiologiquement ac- 
ceptable, c'est-a-dire compatible avec la peau y compris le cuir chevelu. ses annexes, les muqueuses et/ou les yeux 
et peut constituer notamment une composition cosmetique ou dermatologique. 

[0031] Cette composition peut se presenter sous toutes les formes galeniques normalement utilisees dans les do- 
maines cosmetique et dermatologique, et elle peut 6tra notamment sous forme d'une solution aqueuse eventuellement 
gelifi£e, d'une dispersion du type lotion eventuellement biphasee, d'une emulsion oblenue par dispersion d'une phase 
grasse dans una phase aqueuse (H/E) ou inversement (E/H), ou d'une emulsion triple (E/H/E ou H/E/H) ou d'une 
dispersion vdsiculaire de type ionique et/ou non ionique. Ces compositions sont preparers selon les melhodes usuel- 
les. 

[0032] La composition de I'invention peut constituer par exemple une lotion, un gel, une cieme ou un la it. et par 

exemple une lotion ou un la it de d£maquillage ou de nettoyage, un shampooing ou un gel douche. 

[0033] L'invention a egalement pour objet un precede de traitement cosmetique pour trailer les signe du vieillissement 

lies a. la glycation des prolines, particulieremenl de la peau et/ou des ongles et/ou des cheveux, caracterisd par le 

fait que Ton applique sur la peau et/ou les ongles et/ou les cheveux une composition cosmetique comprenant une 

quantite efficace d'au moins un hydroxystilbene, cet hydroxystilbene ou la composition etanl destines a inhiber la 

glycation. 

[0034] D'autres caracteristiques et avantages de I'invenlion ressortiront mieux des exemples qui suivent, donnes a 
titre i Must rat if ct non timitatil. Dans ce qui suit ou ce qui pr6c6do, les proportions sont donnees cn pourccntago ponderal, 
sauf indications contraires 



ss 
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Example 1 : Etude de I'eftel du resveratrol sur la glycation 
Experience 1 : 

[0035] Une solution de serum albumine bovine a 1 mg/ml en solution dans du tampon phosphate salin (PBS) est 
incubee a 37°C pendant 14 jours en presence ou en absence de 0-ribose a ta concentration 10mM ou de resveratrol 
aux concentrations 1u.Met 10uM 

La glycation est evaluee en mesurant la fluorescence bes AGEs a Xem = 440 nm emise par chaque echantillon apres 
excitation a Xex = 370 nm 

L'inhibition de la glycation est visualisee par la diminution de la fluorescence comparee a I'echantillon traile avec le 
sucre seul, 

[0036] Les resuttats son) : 





resveratrol 1um 


resveratrol 10u,M 


% inhibition 


17% 


29.8% 



[0037] Le resveratrol presente un eflel anti-glycation inleressant des ta concentration de 1 uM 
20 Experience 2 : 

[0038] Le pouvoir antiglycant du resveratrol est evalue sur le cheveu. 

La reaction de glycation a ete modelisee in vitro dans un models biochimique utilisant les proteines (keratines) de 
cheveux humains comme support de glycation par le nbose » * 

2S 

protocols : 

[0039] Le systeme d'essai est constitue par des cheveux isoles, incubes dans un tampon phosphate (0.2M, PH= 
7.4) contenant 50 mM de ribose (provenance : Sigma). 
so Le resveratrol dissous dans I'eau de qualite MilliQ est teste aux concentrations 10 7 M, 10 6 M, 10 S M el lO-^M. 

Le resveratrol est ajouie au systeme d'essai contenant las cheveux isoies, le ribose et 10% (V7V) d'une solution d'azide 
de sodiuma 0,5% (p/v). L'ensemble est incube a SO'C a I'abri de la lumiere et de I'air pendant 1 4 jours. Des echantillons 
temoins, incubes en presence et en absence de ribose, sont testes en parallels. 

[0040] Apres 14 jours d'incubation, les milieux d'incubation ont ete elimines el les cheveux ont ete laves avec une 
35 solution contenant 10 mM de chbrure de guanidium puis dans de I'eau de qualite MilliQ afin d'eliminer toute trace de 
ribose libra. 

Les cheveux ont ensuite ete places dans une solution contenant 50% (wv) d'elhanol et 50 mM de DTT pendant 15 
minutes a 37"C. Apres lavage, les echantillons ont 6t6 places dans une solution contenant 10 mM d'acide 5,5'-dithio- 
bis-2-nitrobenzoique. L'absorbance relative aux residus cystine libres a ete mesurSe a 415 nm. Les echantillons ont 
40 ensuite ete laves dans une solution d'ethanol a 50% (v/v) puis chauffes pendant 30 minutes a 1 00°C dans une solution 
d'hydrazine monohydrale 2M (pH 9.4). Apres addition d'une solution de phenyihydrazine a 1 mg/ml dans une solution 
d'acide acetique 40% (v/v), les echantillons onl ete incubes pendant 60°C et l'absorbance relative aux proteines gry- 
quees a ete mesuree a 390 nm. Pour chaque echantillon, I'index de glycation a ete evalue par le rapport entre rab- 
sorbance a 390 nm et l'absorbance a 415 nm. 

45 

% d'inhtoition = ( ' /aleur " valeur p^ii^c) x 10Q 

( vale " r » moin „ucr. - valeur Wmoin 

so [0041 ) Les groupes de donnees (groups temoin et groupes traites) ont ete traites par une analyse de la variance 
(ANOVA), suivie par un test de Dunett. 
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Resullals 
[0042) 





temoin 
- ribose 


temoin 
+ ribose 


R :10 7 M 


R : 10 6 M 


R : 10 5 M 


R : 10 J M 


indice de 
glycation 


0,181 


1,135 


0.708* 


0,574* 


0,646* 


0,372* 


Ecart-type 


0,039 


0,220 


0,081 


0,228 


0,182 


0,069 


% 

inhibition 






45 


59 


51 


80 



R : resveratrol ; * : p< 0,05 



[0043] Dans cas conditions experimentales, le compose resveratrol presents une aclivite anti-glycation de 80% a la 
concentration 10~« M. 



Revendlcatlone 

1. Utilisation dans une composition ou pour la preparation d'une composition d'une quantity eflicace d'au moins un 
hydroxystilbena, cat hydroxystilbene ou la composition etant destines a diminuer la glycation. 

2. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee par le fait que la glycation est la glycation des proteines. 

3. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee par le tait que les proteines sont 
tes proteines de la peau eUcu des ongles el/ou des cheveux. 

4. Utilisation selon la revendication precedents, caracterisee par le fait que les prolines de la peau sont les proteines 
du derme. 

5. Utilisation selon la revendication precedente, pour diminuer la glycation du collagene. 

6. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee par le fait que les proteines des ongles et/ou dos cheveux sont 
les keratines. 

7. Utilisation salon Tune quelconque des revendications precedentes pour trailer, de maniere preventive et/ou cura- 
tive, les signes du vieillissement de la peau el/ou de ses annexes lies a la glycation. 

8. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee par le (ait que I'hydroxystilbene 
est choisi parmi : 

le 4' -hydroxystilbene, 
le 2',4'-dihydroxystilbene, 
le 3\4'-dihydroxystilbene, 
le 4,4'-dihydroxyslilbene. 
le 2',4',4-trihydroxystilbene, 
le 3',4',4-trihydroxystilbene, 
le 2,4,4'-trihydroxystilbene, 
le 3,4,4'-trihydroxystilbene, 
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le 3.4',5-trihydroxyslilbene, 

le 2',3,4-1rihydroxystilbene, 

le 2,3\4-lrihydroxystilbene. 

le 2',2,4'-lrihydroxystilbene, 
* le 2.4.4',5-tetrahydroxystiibene. 

le 2'.3.4'.5-tetrahydroxystilbene, 

le 2.2\4,4'-tetiahydroxyslilbenB, 

le 3,3",4',5-tetiahydroxystilbene, 

le 2.3 , ,4,4'-tetrahydroxystitbenB, 
10 le a.^A^-tetrahydroxystilbene, 

le 3.3, 4'. 5. 5'-pentahydroxystilbene. 

le 2.2',4,4',6-pentahydroxystitbene, 

le 2,3",4,4',6-pentahydroxyslilbene. 

le 2,2',4,4 , ,6,6'-hexahydroxystiJbene, 

15 

9. Utilisation selon 1'ime quelconque des revendications precedentes. caracldrisee par le tait que I'hydroxystilbene 
est du 3,4',5-lrihydroxystilbene ou resveratrol. 

10. Utilisation selon Time quelconque des revendications prdcedentes, caract6risee par le lait que I'hydroxystilbene 
to est present en une quantite altant de 0,001% a 10% du poids total de la composition 

11. Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee par le fait que I'hydroxystilbene est present en une 
quantite allant de 0,005 % a 5 % du poids total de la composition. 

2* 12. Proce'de' de traitemenl cosmetique pour trailer les signes du vieillissemenl lies a la glycation des prolines de la 
peau et/ou des ongles et/ou des cheveux. caracterise par le tait que Ton applique sur la peau et/ou les ongles et/ 
ou les cheveux una composition cosmetique comprenant une quantity efficace d'au moins un hydroxystilbene, cat 
hydroxystilbene ou la composition etant destines a inhiber la glycation. 
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